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I. in vitro の解析：p62 欠損（p62(-/-)）MEF 細胞のアポトーシス抵抗性について原因を検
討した結果、Src , Stat3のリン酸化の上昇と、Bcl-2, Bcl-xLの上昇であることがわかった。
LC/MS MS による解析から p62 に結合物質として Mitofilin が同定されたが、検証実験で
否定された。 








I. in vitro analysis 
The purpose of this study is to reveal the association of autophagy related protein 
p62 and apoptosis, and carcinogenesis of oral cancer. 
    FACS analysis revealed that p62(-/-)MEF increased resitance to apoptosis, and 
the similar result was obtained from siRNA experiment. 
Stat3 and Src phosphorylation were increased in p62(-/-)MEF. Real time PCR revealed 
Bcl-2 and Bcl-xL expression were increased. Immuno-blotting analysis showed that 
Bcl-2, Bcl-xL, and Bax were reduced in p62(-/-) and wild type MEF by UVB irradiation, 
however, no significant difference were observed between p62(-/-) and wild type MEF. 
ATM mRNA expression were not different between p62(-/-) and wild type MEF.  
II.   in vivo analysis 
    By UVB irradiation to skin of p62(-/-) and wild typ mice showed that p62(-/-) 
skin had less apoptotic response resulting resistance to apoptosis. 
III .    Additional results 
     Prx I(-/-) MEF showed reduced resistance to apoptosis.  We found NASH model 
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（１） in vitro の解析 
 
① FACS をもちいたアポトーシスの解析 
   Wild type および p62(-/-) MEF 細胞に DNA
傷害性の刺激としてシグナル経路の明確な

















p62(+/+)の MEF 細胞に対して 300、600mJ/cm2
の UVB 照射を行い、Stat3 と Src のリン酸化
を調べた。また、Real time PCR を用いて、






③ LC/MS MS による p62 の結合物質の検索 
a)Flag-p62 過剰発現培養系の確立：過剰発現
















（２） in vivo の解析 
DNA 傷害によるアポトーシスの実験 
  10 週齢の p62(+/+)および p62(-/-)マウス








牛胎児血清 (FBS)を加えた DMEM 培地で培養
した。継代は週 2回行った。細胞の播種は以
下のように行った。培養液をアスピレーター
で吸い取り、PBS (-)を 10 ml 入れ細胞を洗
浄した。洗浄後 PBS (-)を吸い取り、トリプ
シンを 1 ml 加えインキュベートし、10 % FBS
培地を 10 ml 加えピペッティングし細胞をデ
ィッシュから剥がし、50 ml チューブに移し
1000 rpm で 5分間遠心した。遠心後、上清を
吸い取り 10 % FBS 培地を 5 ml 加え細胞を懸
濁し、エッペンチューブに細胞 20 µl、トリ
パンブルー80 µl 入れピペッティングし、混
合後 80 µl 取り計算盤に移し細胞数を数えた。
5×104 cell/ml になるように細胞を希釈し、






バッファー (pH 7.4)を 30 mM 加えた培養液
を 1 ml 加えた。dish の蓋を外し、紫外線ラ
ンプ(UVA:FL20SBLB UVB:FL20SE Toshiba)を
設置した箱に入れ照射した。UVA実験では UVB
の影響を抑制するため、UVB と UVC をカット





い取り通常の培養液を 2 ml 加え 37℃でイン
キュベートした 
 
Real time PCR 
培養液をアスピレーターで取り除き、セパゾ
ールを 1 ml 加え細胞を可溶化しスクレイパ
ーでかき集めてエッペンチューブに移し撹
拌した。クロロホルムを 200 µl 加え、チュ
ーブをシェイクし 12000 rpm で 10 分間遠心
した。遠心している間、新しいエッペンチュ
ーブに 2-イソプロパノールを 500 µl 入れた。
遠心後水層を 500 µl 取りイソプロパノール
入りのエッペンチューブに移しボルテック
スし 14000 rpm で 10 分間遠心した。上清を
捨て、70 %エタノールを 1 ml 加え転倒混和
し 14000 rpm で 10 分間遠心した。ゆっくり
上清を捨て、Diethylpyrocarbonate (DEPC)
処理水を 10 µl 加えボルテックスし、精製し
た RNA を吸光度により濃度測定した。 
 
アガロースを 0.5 g 三角フラスコに入れ、1
×TAE (40 mM-Tris Acetate pH 8.3 10 





水、loadingdye をそれぞれ 1:4:1 の割合で混
合した。ゲルの左端にマーカーを 1 µl 入れ、






（１） in vitro の解析 
 
UVB 照射によるアポトーシスの検索 
p62(+/+)および p62(-/-) MEF 細胞に UVB を


















































WT と p62(-/-)MEF を Src 阻害剤 PP2 を 1-20 
μM で処理し、ウエスタンブロットにより
Stat3 と P-Stat3 を比較したところ、濃度依
存的に Stat3のリン酸化を消失させた。  WT
と p62(-/-)MEF を PP2 (20 μM)で 12 時間処
理し、UVB を 300 と 600 mJ/cm2 それぞれ照




























Bcl-2 と Bcl-xL のｍRNA の発現量をリアルタ
イム PCR により定量化したところ、Bcl-2 と
Bcl-xL とも p62(-/-)MEF では mRNA の発現が


























子である ATM の mRNA の発現量をリアルタイ




















生の比較をするため、WT と p62(-/-)MEF に
UVB を 300 mJ/cm2照射し、12 時間後の活性酸
素産生を蛍光素 DCFH-DA で染色し FACS で定


















LC/MS MS による p62 の結合物質の検索 
 























（２）in vivo の解析 
 
WTと A170-KOマウスにUVBを 200 mJ/cm2照射
し、24 時間後の皮膚をホルマリン固定後、切




























p62(+/+) お よ び p62(-/-) マ ウ ス に 、










シスの抵抗性を示していることが in vivo で
も in vitro でも証明された。アポトーシス
シグナルの入力地点としては、p62 の作用点
が Src 以上の上流で制御をかけて、Stat3 の
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